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实时荧光定量PCR和测序法检测
非小细胞肺癌EGFR基因突变的比较
李永文  刘红雨  李颖  王玉丽  王竞  陈军  周清华
【摘要】 背景与目的  以厄洛替尼（Erlotinib）为代表的小分子表皮生长因子受体酪氨酸激酶抑制剂在治疗非
小细胞肺癌已经取得很好的疗效。许多研究发现表皮生长因子受体（epidermal growth factor receptor, EGFR）基因突
变与酪氨酸激酶抑制剂的疗效密切相关。本研究目的是通过比较荧光定量PCR（Real-time PCR）和DNA测序法检测
EGFR基因突变的一致性，建立适用于临床的EGFR基因突变检测方法。方法  应用荧光定量PCR（Real-time PCR）及
DNA测序法检测103例非小细胞肺癌标本的EGFR外显子19和21的基因突变，结果比较采用卡方检验。结果  两种方
法对EGFR外显子19和21的基因突变的检测结果无统计学差异，且荧光定量PCR法比测序法更快捷和灵敏。结论  与
测序法相比，荧光定量PCR更适用于临床检测。
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【Abstract】 Background and objective  Small molecule tyrosine kinase inhibitors (TKIs), such as gefitinib and 
erlotinib that target the kinase domain of epidermal growth factor receptor (EGFR) are making successful progression for 
advanced non-small cell lung cancer patients treatment. The growing evidences revealed that EGFR exon 19 and 21 mutation 
status in NSCLC patients was correlated with the outcome for EGFR-TKI treatment. In this study, two methods of Real-time 
PCR and DNA sequencing were compared to detected EGFR exon 19 and 21 mutations. Methods  EGFR exon19 mutation 
del-E746-A750 and exon 21mutation L858R were detected by Real-time PCR and DNA sequencing in 103 NSCLC patients. 
Chi-square test was used to analyze the consistance. Results  There was no significant difference between the two methods. 
However, Real-time PCR was more convenient and sensitive compared to DNA sequencing. Conclusion  Real-time PCR was 
more suitable for clinical testing than DNA sequencing.
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厄洛替尼（Erlotinib）是治疗肺癌的新一代靶向药 物，是一种口服高效的表皮生长因子受体（epidermal 
growth factor receptor, EGFR）酪氨酸激酶抑制剂（tyrosine 
kinase inhibitors, TKIs），可通过对肿瘤细胞EGFR的特异
性结合阻断细胞信号通路，抑制肿瘤细胞增殖并促其凋
亡
[1]。然而，多项研究结果显示，以厄洛替尼为代表的
小分子靶向药物治疗的效果在不同的个体中差异很大。
全世界多个研究中心的大规模临床实验
[2,3]表明，不同
的病人对TKIs治疗的疗效不一样，亚洲人、女性、腺癌
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患者和不吸烟的患者疗效较好。2004年美国哈佛医学院
的研究人员Paez
[4]及Lynch
[5]分别提出EGFR发生基因突变
的非小细胞肺癌（non-small cell lung cancer, NSCLC）对
EGFR酪氨酸激酶抑制剂有高度敏感性。现在各国研究者
普遍认为Erlotinib等药物的治疗应当依据EGFR基因检测
结果选择治疗对象，通过筛选最合适的病人进行有针对
性的靶向治疗。现有的资料
[6,7]表明存在EGFR外显子19、
21突变的患者对TKIs的反应较好，原因为这些突变多发
生酪氨酸激酶域的ATP结合域附近，Erlotinib等小分子靶
向药物通过抑制ATP与酪氨酸激酶的结合，达到抑制酪
氨酸激酶的活化及自动磷酸化进而抑制EGFR介导的信
号转导。因此，靶向药物的临床治疗应遵循“循证医学”
原则，即进行个体化治疗。建立快速检测NSCLC瘤组织
EGFR基因突变的方法有助于筛选患者进行治疗。我国非
小细胞肺癌EGFR基因突变率约为34%，主要发生在外显
子19和21，占所有突变的90%以上
[8]。本研究比较了Taq-
man探针实时荧光定量PCR和DNA测序两种检测方法对
103例NSCLC肿瘤组织EGFR外显子19和21检测的一致性，
以求找到方便快捷且准确可靠的方法应用于临床检测。
1    材料与方法
1.1  试剂与仪器  EGFR外显子19和21的基因突变检测试剂
盒由北京金菩嘉医疗科技有限公司提供，采用Taqman探
针技术检测EGFR基因外显子19 del-E746-A750、del-L747-
P753insS突变，以及外显子21 L858R、L861Q的突变；冷
冻及新鲜组织DNA提取试剂盒DNeasy Blood＆Tissue Kit购
于德国Qiagen公司；石蜡标本组织DNA提取试剂盒DEX-
PAT、 Taq酶购于宝生物工程大连有限公司； 实时荧光定量
PCR仪为美国ABI7500， 基因扩增PCR仪为美国ABI9700；
所有引物均由北京赛百盛生物工程公司合成纯化。
1.2  标本来源  2007年-2009年在天津医科大学总医院肺外
科进行手术治疗的部分非小细胞肺癌患者，合计103例。
术前未接受过化疗和EGFR-TKI治疗，术后病理诊断证
实为非小细胞肺癌，组织学分类明确，包括鳞癌44例，
腺癌55例，腺鳞癌1例，大细胞肺癌3例。新鲜组织切取
后，立刻放入液氮中冷冻并一直保存在液氮中。石蜡标
本以10%福尔马林固定，常规石蜡包埋封存。
1.3  基因组DNA提取  石蜡组织DNA抽提采用TakaRa DEX-
PAT试剂盒。将3-5片10 μm厚的石蜡切片放于Eppendorf
管中，加入DNA抽提液10滴，充分混匀，100 
oC加热10 
min， 13 000 rpm离心10 min， 吸取其上清直接用于Real-time 
PCR或PCR反应。 冷冻或新鲜组织取50 mg左右的样品进
行总DNA提取： 180 μL裂解液和20 μL蛋白酶， 混匀， 55 
oC
水浴过夜， 12 000 rpm离心， 取上清液加入新的离心管， 按
照DNeasy Tissue Kit中的操作步骤提取总DNA。 DNA经紫
外分光光度计定量， 0.8%琼脂糖电泳判定其质量。
1.4  Taqman探针技术分析肺癌患者组织中EGFR 19、21
外显子突变  荧光定量PCR反应体系包括：模板50 ng、
正反向引物各25 pmol、Master Mix及Taqman标记探针del-
E746-A750、del-L747-P753insS或L858R、L861Q探针。每
次试验均设定各突变的阴、阳性对照孔及空白对照孔。
反应循环参数为：50 
oC 2 min，95 
oC 10 min以激活DNA聚
合酶；95 
oC 15 s，62 
oC 1 min，循环40次。结果判读：以
无模板对照扩增曲线的最高点为准设定阈值。没有出现
扩增曲线或Ct值=0的样本为阴性样本；出现扩增曲线且
Ct≤34.0的样本为阳性样本；34.0≤Ct≤38.0的样本为可疑阳
性，需重复。另外，每次PCR结束后，将PCR产物于2%
琼脂糖凝胶电泳检测，排除假阴性。
1.5  DNA测序分析  利用基因扩增PCR仪分别扩增EGFR外
显子19和21目的片段，目的片段包含外显子及其相连的
内含子。外显子19引物如下：19-1F 5'-ccccagcaatatcagcct-
ta-3'，19-1R 5'-tgcctgtttccagccttttg-3'，19-2F 5'-catgtggcaccatct-
cacaatt-3'，19-2R 5'-cagctgccagacatgagaaaag-3；外显子21引物
如下：21-1F 5'-cgccagccataagtcctcgacgtggag-3'，21-1R 5'-tctg-
gagagcatcctcccctgcatgtg-3'，21-2F 5'-acagcagggtcttctctgtttca-3'，
21-2R5'-tggtccctggtgtcaggaa-3'。石蜡标本采用巢式PCR进
行扩增，冷冻或新鲜标本采用第2轮反应条件进行扩增。
第1轮反应体系为50 μL，其中含引物0.5 μmol/L，TakaRa 
Taq酶0.5 U，10×buffer 5 μL，2.5 mmol/L dNTP 4 μL，DNA
模板1 μL。第1轮反应产物取1 μL作为第2轮PCR的模板，
其他反应条件同第1轮。PCR反应条件：第1轮94 
oC 3 
min，94 
oC 45 s，60 
oC 30 s，72 
oC 40 s，35个循环，最后
72 
oC 10 min；第2轮94 
oC 3 min，94 
oC 45 s，58 
oC 30 s，
72 
oC 40 s，30个循环，最后72 
oC 10 min。PCR产物片段大
小经琼脂糖电泳检测后，送由北京六合华大基因科技有
限公司进行测序，每个PCR产物进行双向测序。经NCBI 
Blast和测序图比较，双向测序结果一致才判断对应样本
是否发生基因突变，并且排除是基因多态性的情况。
1.6  统计学分析  采用卡方检验。
2    结果
2.1  荧光定量PCR  Taqman探针技术分析103例非小细胞
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图 1  荧光定量PCR扩增曲线
A： 外显子19 del-E746-A750突变； B： 外显子21 L858R突变。
Fig 1  EGFR Exon 19, 21 mutation detection by real-time PCR
A: Exon 19 del-E746-A750 mutation; B: Exon 21 L858R mutation.
肺癌病例的EGFR外显子19的del-E746-A750、del-L747-
P753insS突变以及外显子21的L858R、L861Q突变，共检
测出27例有反应峰，其中外显子19 del-E746-A750突变阳
性的样本14例，外显子21 L858R突变阳性的样本13例，
突变率分别为13.5%和12.6%（图1），而del-L747-P753insS
和L861Q突变没有检测到。
2.2  DNA测序  103例NSCLC中，共检测到EGFR突变有24
例。其中EGFR外显子19 del-E746-A750阳性样本有12例，
外显子21 L858R阳性样本有12例，突变率都为11.6%。而
且所有EGFR点突变或缺失均为杂合型，同样没有检测到
del-L747-P753insS和L861Q突变。（图2）
2.3  两种方法比较  EGFR外显子19突变检测结果如表1，
荧光定量PCR方法与DNA测序方法检测结果的一致性达
到98%（101/103）以上，检验结果表明这两种方法对外
显子19的检测差异无统计学意义（P>0.05），其中有2例
荧光定量PCR检测出阳性而DNA测序法没有检测出来，
可见荧光定量PCR的灵敏性优于DNA测序法。而EGFR
外显子21突变的检测，荧光定量PCR方法与DNA测序法
的差异也无统计学意义（P>0.05），其中也有1例荧光定
量PCR检测出阳性而DNA测序法检测为阴性的情况（表
Delta Rn vs Cycle
Cycle Number
图 2  EGFR基因突变测序图
A： 19外显子野生型； B： 外显子19 del-E746-A750突变； C： 21外显子野生型； D： 外显子21 L858R突变。
Fig 2  Sequencing electrophoretogram of EGFR mutations
A: Wild type of Exon 19; B: 19 del-E746-A750 mutation of Exon 19; C: Wild type of Exon 21; D: L858R mutation of Exon 21.
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表 1  两种方法检测EGFR外显子19和21基因突变
Tab 1  EGFR Exon19 and Exon21 mutation detected by Real-time PCR and DNA sequencing
1）。可见，荧光定量PCR法较测序法更敏感。
3    讨论
  
近年来，肺癌已经成为威胁人类健康的主要恶性肿
瘤，世界各国特别是工业发达国家，肺癌的发病率和病
死率均迅速上升，而NSCLC占肺癌的80%以上。传统的
化疗和放疗由于缺乏特异性，取得疗效的同时也往往给
患者带来较大的毒副作用。因此，选择肺癌细胞特异的
分子靶点进行治疗，在取得明显疗效的同时，又可以避
免对正常细胞的伤害。EGFR是目前国内外研究者所公认
的一个肿瘤靶向治疗分子，目前对EGFR突变的检测方法
多种多样， 主要有测序法
[4,5]、 酶切法
[9]、 富集PCR法
[10,11]、
荧光定量PCR法
[12]以及PCR-SSCP方法
[13]等。
本项研究比较了荧光定量PCR与DNA测序法检测
肺癌患者EGFR外显子19和21的变异情况。两种方法对
两个外显子的检测符合率分别达到了98%（101/103）
和99%（102/103），表明这两种方法在检测EGFR外显
子19和21具有较高的一致性。外显子19检测中，有两例
荧光定量PCR检测结果为阳性而测序结果显示为阴性，
而外显子21的检测中也有一例荧光定量PCR检测结果为
阳性而测序结果显示为阴性的情况，表明荧光定量PCR
法较测序法更敏感。本研究发现这两种检测方法都只
检测到外显子19 del-E746-A750突变和外显子21 L858R突
变，del-L747-P753insS和L861Q两种突变没有检测到。董
强刚
[8]曾统计过已经报道的394例我国肺癌EGFR基因突
变情况，发现EGFR突变主要发生在外显子19和21，外
显子19和21以del-E746-A750和L858R为最常见的突变形
式。进一步分析发现del-E746-A750突变占19突变的74%
（54/73），L858R突变占21突变的94.4%（51/54），而
del-L747-P753insS突变和L861Q突变只有占各自突变的
2.73%和3.7%。因此，本研究中后面两种突变本研究没有
检测到，可能是样本量少的原因。
从检测的灵敏度来看，荧光定量PCR法要优于测序
法。荧光定量PCR在外显子19的检测中有两例结果为阳
性，而测序结果为阴性。外显子19的突变多为缺失，其
基因突变图谱比较复杂，而且95%以上的突变为杂和性
突变，因此不少标本需要基因克隆才能确定其突变类
型，DNA测序法很难检测得到。而TaqMan探针介导的
荧光定量PCR法的最低检测限度能达到最低10个基因拷
贝。同样的情况在外显子21也有1例出现。
就准确性和特异性而言，直接测序法通过正反双
向测序进行比较，可以说是检测基因突变的金标准。而
荧光定量PCR法则存在着假阴性的可能，故每次PCR结
束后，将PCR产物于2%琼脂糖凝胶电泳检测，如果有清
楚的扩增产物，可排除假阴性。此外，荧光定量PCR法
由于探针设计的局限性，目前只能发现EGFR外显子19
的del-E746-A750、del-L747-P753insS突变以及外显子21的
L858R、L861Q突变。而直接测序可以一目了然地发现
EGFR外显子19和21各种不同类型的突变。
从检测的通量和速度来看，荧光定量PCR法采用96
孔板的实时PCR仪器，可以同时对48个标本（含对照）
甚至更多的标本进行检测，并且在2 h内完成。而DNA测
序因为需要对测序样品扩增、纯化、序列分析，步骤多
且耗时较长，可能增加错误的概率。另外，由于荧光定
量PCR法通量较大，且仪器普及程度较高，操作较为简
单， 其检测的费用和成本也就相对较低。 而测序法虽可以
达到一定的通量， 但由于需要特殊且昂贵的设备， 反应耗
时长， 且存在着操作繁琐、 结果判读复杂、 对环境和操作
者有危害等诸多缺点， 因而该方法仅适合少数技术装备精
良的实验室开展， 各级医院很少能独立开展这项诊断。
综上所述，与DNA测序法相比，荧光定量PCR法具
有简单、快速、灵敏等特点，适合临床实验室大规模样
本筛查。但是，荧光定量PCR法真正应用于临床检测还
需要解决以下问题：①提高其准确性，降低假阴性；②
优化引物和探针的设计，提高检测的特异性；③降低成
本，使其能应用于常规临床分析。
DNA Sequencing               
                                                              Real-time PCR
                                                                               EGFR Exon19                                                EGFR Exon21
                                                           Mutation       Wild-type       Total             Mutation       Wild-type       Total
Mutation                                              12                        0                  12                      12                       0                   12
Wild-type                                               2                      89                  91                        1                     90                   91 
Total                                                     14                      89                103                     13                     90                 103
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